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Resumo

A ciclosporina A(CsA) € uma droga imunossupressora cujo efeito toxico
mais grave é a nefrotoxicidade, caracterizada pela queda da filtracdo
glomerular e pelo desenvolvimento de fibrose intersticial renal irreversivel. A
CsA pode passar através da placenta para o feto em desenvolvimento.
Atualmente, um grande numero de mulheres em idade fértil séo tratadas com
CsA, aumentando a chance de gestacédo sob efeito desta droga. Os objetivos
deste estudo foram avaliar os efeitos da CsA sobre a funcao e estrutura renal
durante a gravidez. Utilizou-se o modelo da manobra de restricdo de sal na
dieta (0,06%) em ratas Munich-Wistar, virgens que receberam CsA (V/CsA),
gravidas com CsA (G/CsA), virgens com veiculo (V/C) e gravidas com veiculo
(G/C), na dose de 15 mg/Kg/dia de CsA subcutaneo ou veiculo. Avaliou-se na
metade e no final do periodo gestacional (21 dias) a filtracdo glomerular (FGR,
depuracdo de inulina, ml/min/100g), o fluxo sanguineo renal (FSR, ultra-som
Doppler, ml/min), a resisténcia vascular renal (RVR, mmHg/ml/min), a pressao
arterial média (PAM, cateter intracarotideo, mmHg), os niveis sanguineos de
CsA (SCsA, radioimunoensaio, ng/ml), o volume urinario (VU, pl/min), a
creatinina plasmatica e urinaria (mg/dl), a excrecao urinaria de sodio (UNa,
mEg/l), a fracdo de excrecdo de sodio (FeNa,%), a osmolalidade urinaria
(Uosm, m/Osm/K), a depuracao osmolar (Cosm, ml/min), o éxido nitrico urinario
(NO, griess, pumol/mgCr), a imunohistoquimica para células renais positivas
para angiotensina Il (células/campo) e a histologia renal. Os resultados séo
apresentados como média + erro padrdo e comparados por ANOVA e Student-

Neuman-Keuls. Apds 10 dias de tratamento a gravidez provocou aumentos
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significantes de 27% na FGR (GC; 1,19 + 0,04 vs 0,94 + 0,05 em V/C, p<0,05)
e de 36% no FSR (G/C; 4,9 + 0,2 vs 3,6 £ 0,1 em V/C, p< 0,001) e quedas
significantes de 13% na PAM (GC; 112 + 4 vs 129 + 5 em V/C, p<0,05) e de
29% na RVR ( GC; 24 + 1 vs 34 + 2 em VC, p<0,05) dos animais tratados com
veiculo. Em contraste, nos animais tratados com CsA, na gravidez ndo houve
aumento significante da FGR (20%, G/CsA; 0,95 + 0,07 vs 0,79 + 0,07 em
V/CsA, p>0,05) ou queda significante da PAM (7%, G/CsA; 110 + 3vs 118 + 4
em V/CsA, p>0,05). Neste grupo manteve-se a elevacdo significante do FSR
(38%, GICsA; 3,3 £+ 0,2 vs 2,4 + 0,1 em V/CsA p<0,01) e a diminui¢éo
significante da RVR ( 24%, G/CsA 38 + 3 vs 50 + 3 em V/CsA, p<0,05). A
gravidez provocou diminuicdo significante dos niveis séricos de CsA (G/CsA;
544 + 58 vs 805 + 71 em V/CsA, p<0,01). Os animais tratados com CsA
apresentaram tendéncia a niveis mais elevados de 6xido nitrico urinario, porém
a diferenga néo foi estatisticamente significante. Nao houve diferenca de 6xido
nitrico urinario entre ratas virgens e gravidas. A gravidez causou aumento do
namero de células positivas para angiotensina Il no intersticio renal (3,9+0,6
em G/CsAvs 25+ 04emV/CsAed+14emG/Cvs 19 + 0,86 em V/C),
porém estas diferencas ndo alcancaram significancia estatistica. O numero de
células positivas para angiotensina Il na arteriola aferente foi maior nas ratas
gravidas quando comparadas as virgens (G/C; 1,3 + 0,3 vs 0,21 + 0,2 em V/C)
e maior nas ratas virgens tratadas com CsA quando comparadas as tratadas
com veiculo (V/ICsA; 1 + 0,3 vs 0,21 + 0,2 em V/C), porém, estas diferencas

ndo foram estatisticamente significantes. Apos 20 dias, V e G apresentaram



XV

queda similares (NS) na FGR e FSR, sendo CsA vs Controle para FGR
(p<0.001), para FSR (p<0.01), e aumento similar na RVR (NS). Os valores da
PAM apresentaram quedas similares, em V vs G (NS) e diminuicdo nos
animais com CsA vs C (p<0,05). A SCsA foi menor em G vs V (p<0,01). A
expressao de All no intersticio aumentou, para V/CsA vs V/C (p<0,001) e para
G/CsA vs G/C (p<0,05). O mesmo aconteceu na arteriola aferente, para V/CsA
vs V/C (p<0,01); todavia ndo foi estatisticamente significante para as ratas
prenhes. Apenas o grupo V/CsA apés 20 dias apresentou escore de 0,2 + 0,1
de IRF. A CsA alterou desfavoravelmente a hemodinamica renal na metade da
gravidez normal, prejudicando o aumento da FGR e prejudicando queda da PA
na prenhez normal, apesar de as ratas prenhes apresentarem niveis
sanguineos da droga menores em relagdo as virgens. O NO ndo parece estar
envolvido nesse fenbmeno. A expressdao da All no intersticio e na arteriola
aferente foi maior para os animais com CsA e prenhes vs controles. A gravidez

nao prejudicou a fibrose intersticial causada pela CsA.

Palavras-Chave: 1. Nefrotoxicidade; 2. Ciclosporina A; 3. Gravidez; 4. Ratos
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Abstract

Cyclosporine A (CsA) is a immunosuppressant drug, whose most serious
toxic effect is chronic nephrotoxicity, characterized by decreased glomerular
filtration rate and the development of irreversible renal fibrosis. It may go
through the placenta to the developing fetus. Currently, a great number of
women with childbearing potential is treated by CsA, increasing the chances of
pregnancy under the effect of this drug. Our objectives were to assess CsA
effects on the renal structure and function during pregnancy. The low-salt-diet
(0.06%) model was used in pregnant (P/CsA) and virgin (V/CsA) Munich-Wistar
female rats receiving CsA; in virgin (V/VH) and pregnant (P/VH) rats with
vehicle at a dosage of 15 mg/kg/day of CsA subcutaneously or vehicle.
Glomerular filtration rate (GFR, ml/min/100g) , renal blood flow (RBF, Doppler
ultrasound, ml/min), renal vascular resistance (RVR, mmHg/ml/min), blood
pressure (BP, intracarotid probe, mmHg), blood levels of CsA (BCsA,
radioimmunoassay, ng/ml), urinary volume (UV, ul/min), plasma and urinary
creatinine (mg/dl), urine sodium excretion (UNa, mEqg/l), sodium excretion
fraction (FeNa,%) urinary osmolality (UOsm, m/Osm/K), osmolar clearance
(COsm, ml/min), urinary nitric-oxide (NO, griess, umol/mgCr),
immunohistochemistry for angiotensin ll-positive renal cells and renal histology
were measured in the middle and at the end of the gestational period (21 days).
Results are presented as mean * standard error of mean and analyzed by
ANOVA and Student-Neuman-Keuls test. After 10 days of treatment, the

pregnancy caused significant increases of 27% in the GFR (GC; 1.19 + 0.04 vs

0.94 + 0.05 in V/C, p<0.05) and of 36% in RBF (G/C; 49 +0.2vs 3.6 £+ 0.1 in
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V/C, p< 0.001) and significant decreases of 13% in MBP (GC; 112 + 4 vs 129 +
5 in VIC, p<0.05) and of 29% in RVR ( GC; 24 + 1 vs 34 + 2 in VC, p<0.05) of
vehicle treated animals. In contrast, in CsA-treated animals, there was no
significant GFR increase in pregnancy (20%, G/CsA; 0.95 + 0.07 vs 0.79 + 0.07
in V/ICsA, p>0.05) nor was there a significant MPB decrease (7%, G/CsA; 110 +
3vs 118 + 4 in VICsA, p>0.05). The significant RBF increase (38%, G/CsA,; 3.3
+0.2vs 2.4 £ 0.1 in VICsA p<0,01) and significant RVR decrease ( 24%, G/CsA
38 £ 3 vs 50 + 3 in V/ICsA, p<0.05) were maintained in this group. Pregnancy
caused a significant decrease of CsA serum levels (G/CsA; 544+58 vs 805+71
in V/CsA, p<0.01). CsA treated animals showed a trend to higher urinary nitric
oxide levels, however, the difference was not statistically significant. There was
no difference in urinary nitric oxide between virgin and pregnant rats. Pregnancy
increased the number of angiotensin Il-positive cells in the renal interstitium (3.9
+0.6inG/CsAvs25+04inV/ICsAand 4 +1.4in G/C vs 1.9 + 0.86 in V/C),
however these differences did not reach statistical significance. The number of
angiotensin ll-positive cells in the afferent arteriole was greater in pregnant rats
when compared to virgin rats (G/C; 1.3 £ 0.3 vs 0.21 + 0.2 in V/C) and greater
in CsA-treated virgin rats when compared to vehicle-treated rats (V/CsA; 1 + 0.3
vs 0.21 + 0.2 in VIC), however these differences were not statistically
significant. After 20 days, V and P rats had similar (NS) GFR and RBF
decreases and CsA vs Control for GFR (p<0.001), for RBF (p<0.01), and a
similar RVR increase (NS). MBP values showed similar decreases in V vs P
rats (NS) and a decrease in Csa vs C animals (p<0.05). SCsA was lower in P vs

V rats (p<0.001). All expression in the interstice increased for V/CsA vs V/C rats
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(p<0.001) and for G/CsA vs P/C rats (p<0.05). The same was observed in the
afferent arteriole, for V/ICsA vs v/IC (p<0.01); however it was not statistically
significant for pregnant rats. Only the V/CsA group had an IF score of 0.2 £ 0.1
after 20 days. In the middle of normal pregnancy, CsA altered the renal
hemodynamics, impairing both the increase of GFR and the decrease of BP,
although the blood levels of the drug were lower in pregnant rats than in virgin
rats. The NO urinary system does not seem to be connected to this
phenomenon. All expression in the interstice and in the afferent arteriole was
greater for CsA treated-pregnant animals vs controls. Pregnancy did not impair

CsA-induced interstitial fibrosis.

Key-Words: 1. Nephrotoxicity; 2. Cyclosporine A; 3. Pregnancy; 4. Rats.
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1. INTRODUCAO

A ciclosporina A (CsA) é um peptideo ciclico com 11 aminoacidos,
produzido pelo fungo Tolypocladium inflatum gams. E uma molécula altamente
hidrofébica, soluvel em lipidios e em outros solventes organicos. Essa
caracteristica permite que a CsA apresente grande volume de distribuicéo e
alcance concentracdes teciduais elevadas.(™®

A CsA tem potente atividade imunossupressora, singular por ter efeitos
seletivos sobre os linfocitos. Foi descoberta por Borel na década de 70, no
decorrer da avaliagdo de drogas antifungicas. Verificou-se, entdo, que a CsA
tinha pequena atividade antifungica, mas possuia notavel efeito inibitério sobre
a proliferacéo de linfocitos.® A CsA inibe a proliferagdo dos clones de células
T, atuando em dois locais diferentes. O principal efeito € a inibicido da via de
transcricdo para a sintese de linfocinas, especialmente a interleucina-2 (IL-2). A
droga pode também inibir a expressédo de receptores para a IL-2 nas células
que respondem a esta linfocina.® O efeito inibitorio sobre a produgdo de IL-2
deve-se a agao relativamente seletiva sobre a transcricdo do gene desta
interleucina. A interagdo do antigeno e o receptor das células T aumenta o
célcio intracelular pela via do trifosfato de inositol (InsP3). O calcio liga-se a
calmodulina, estimulando a calcineurina, uma fosfatase calcio-dependente, que
promove a desfosforilagdo do componente citosélico do NFTA (fator nuclear
dos linfécitos T ativados); conseqlientemente, o NFTA entra no nucleo e forma
complexos com os componentes nucleares, necessarios a ativagcdo completa

das células T, incluindo a ativagao dos genes para a formagéao da IL-2 e outras
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linfocinas. A CsA liga-se a uma proteina citosélica denominada ciclofilina; esse
complexo liga-se a calcineurina, inibindo a atividade enzimatica da
calcineurina. Ocorre, consequentemente, o bloqueio da desfosforilagdo do
NFTACc (fator nuclear citosodlico dos linfécitos T ativados), o qual ndo entra no
nucleo da célula, interferindo, assim, na ativacao da célula T e na producédo de
IL-2 e de outras linfocinas. A ciclosporina também inibe a liberagdo de
histamina pelos mastocitos.!"?

Com a inibigdo da calcineurina, outros genes, além da IL-2, sofrem
alteracdes na sua transcricdo, como os de outras interleucinas, do receptor
para IL-2, da sintase do o6xido nitrico (NOS), do fator B transformador do
crescimento (TGF-B), da endotelina, do colageno | e Il. E possivel que a
inibicdo da calcineurina, que bloqueia a resposta imune mediada por células
contra o tecido transplantado, ocorra em outros genes ao mesmo tempo,
podendo desencadear uma sequéncia de eventos indesejaveis que resultarao
na toxicidade renal. O desenvolvimento de inibidores seletivos da calcineurina
sem afetar outros genes poderia esclarecer essa questao importante.(e)

O uso clinico da CsA revolucionou o campo dos transplantes de 6rgaos,
reduzindo significativamente a morbidade e a incidéncia de rejeicao,
especialmente em transplantes de 6rgaos sélidos e de medula 6ssea. Com o
seu uso, houve uma significativa melhora da sobrevida dos enxertos a curto e
meédio prazo, a possibilidade de uso de doses menores de corticoesterdides e a
diminuicdo das complicagbes agudas em transplante de medula.
Posteriormente, observou-se que a droga era efetiva no tratamento das

doencas auto-imunes, como uveites, psoriase, asma brénquica, artrite
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reumatoéide, lupus eritematoso e sindrome nefrética de diversas etiologias.(”z)

A grande utilizacdo da CsA na pratica clinica atual faz com que um numero
crescente de pacientes seja exposto ao farmaco.

O seu efeito téxico mais grave e limitante € a nefrotoxicidade que,
associada a  hipertensdo e alteragbes metabdlicas, pode causar
comprometimento renal crénico evolutivo.® A nefrotoxicidade, induzida pela
CsA, pode manifestar-se como uma disfungao renal aguda ou uma nefropatia
cronica. A nefrotoxicidade aguda caracteriza-se por um comprometimento renal
de natureza funcional e reversivel, sem alteragdes histolégicas renais
significativas. Por outro lado, a nefrotoxicidade crénica manifesta-se por queda
da filtragcdo glomerular, acompanhada por fibrose intersticial irreversivel do
parénquima renal e por hialinose arterial, que pode evoluir para insuficiéncia
renal cronica terminal.">'¥

A nefrotoxicidade aguda da CsA é causada por importante vasoconstricao
renal na arteriola aferente, levando ao aumento da resisténcia vascular renal, a

r.151®)  Essa

queda do fluxo sanguineo renal e da filtracdo glomerula
vasoconstricao ocorre preferencialmente na arteriola aferente, mas também se
observa em pequenas artérias adjacentes, incluindo os capilares

(1619 O mecanismo preciso dessa vasoconstricdo permanece

glomerulares.
indeterminado, e existe um grande interesse dos pesquisadores em determinar
qual ou quais mecanismos estdo envolvidos na nefrotoxicidade aguda causada
pelo uso da CsA. Existem varios possiveis mediadores da nefrotoxicidade

aguda por CsA, porém o bloqueio isolado de nenhum destes mediadores foi

capaz de proteger completamente a fungdo renal. A patogénese da
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vasoconstricdo causada pela CsA é complexa e multifatorial, ocorrendo através
da lesdao endotelial e do desequilibrio entre sistemas vasodilatadores e
vasoconstritores.®”)

Os mediadores que tém sido implicados nesse efeito vasoconstrictor sdo o
aumento da atividade do sistema nervoso simpético,(z” o0 aumento da liberacao

renal e sistémica da endotelina,®?

0 aumento da producao de tromboxano A,,
a reducdo de prostaglandinas vasodilatadoras,®*?® perturbacdes no
relaxamento vascular dependente de dxido nitrico (NO),*"?® a ativagdo do
sistema renina-angiotensina, o fator ativador de plaquetas, a geracéo de
radicais livres de oxigénio, a adenosina, o efeito direto da droga na musculatura
vascular, entre outros.®*3%

Os mecanismos causadores da nefrotoxicidade crbénica sdo obscuros.
Varios estudos experimentais visam estudar os mecanismos que levam a
nefrotoxicidade crénica pela CsA. A teoria inicialmente formulada é de que a
combinacdo da vasoconstricdo com as lesdes estruturais das arteriolas
aferentes provocaria isquemia do néfron relacionado, levando a fibrose
intersticial e a atrofia tubular.®'3?

O uso crbénico da CsA determina alteracbes renais caracterizadas por
atrofia tubular, dilatagao tubular e fibrose intersticial irreversivel com aspecto
em faixas, comprometendo os raios medulares e, progressivamente, o coértex
renal, geralmente acompanhado por alteragdes na fungdo renal. Ocorrem
alteracbes das tunicas meédia, muscular e intima da arteriola aferente e de

pequenas artérias, desde depdsitos nodulares de material hialino até necrose

da parede, com consequente diminuicdo do lumen arteriolar. A nefrotoxicidade
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cronica causada pelo uso da CsA foi descrita em transplantados renais ou nao
renais e em pacientes com doencga auto-imnume que receberam a droga por

o (33.34)

periodos que variam de 6 meses a mai Com a interrupgao da

administracdo da CsA observa-se melhora da filtragdo glomerular, mas né&o
ocorrem revers&o das alteracdes tubulo intersticiais estruturais. 43¢

O desenvolvimento de um modelo de nefrotoxicidade crénica por CsA em
ratos, através da manobra de restricdo de sal na dieta e da utilizagcdo de doses
da droga préximas aquelas utilizadas em pacientes, permitiu importantes
avangos na compreensdo dos possiveis mecanismos da génese dessa

les&o.®®

Através deste modelo, evidenciou-se que a fibrose intersticial
produzida pela CsA pode ocorrer mesmo sem alteragdes de fluxo plasmatico
renal e que macréfagos e angiotensina Il (All) sdo fatores essenciais para a

e.®337:38) Através de estudos principalmente experimentais, observou-

sua génes
se que existe uma dissociacdo entre os mecanismos causadores das
alteragdes hemodindmicas glomerulares e os das lesdes estruturais
desencadeadas pelo uso da crénico da CsA®37:3®),

E possivel que, associado ou ndo aos efeitos deletérios da isquemia pré-
glomerular, a CsA desencadeie outros mecanismos geradores de fibrose
intersticial, como a isquemia pds-glomerular, causada pela vasoconstriccéo da
vasa recta e/ou pela estimulagdo de fibroblastos e deposicdo de matriz
extracelular, mediados por varios mecanismos de lesdo.??

O uso de CsA determina a ativagcdo do sistema renina angiotensina

(SRA), e consequentemente a liberagao de All que desempenha especial papel

na nefrotoxicidade crénica causada pelo uso de CsA.®® No estudo da
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nefrotoxicidade crbnica causada pela CsA, utilizando-se o modelo de deplecao
de sal na dieta, observou-se um aumento do SRA intra-renal e sistémico e
também da All. Esta ativa os fibroblastos e induz a deposicao de matriz
extracelular e consequentemente a fibrose intersticial.*® A administragao
cronica de All em ratos ocasiona uma lesédo tubulo-intersticial semelhante
aquela que ocorre apos o uso cronico de CsA.“"

O bloqueio do SRA pelo enalapril (inibidor da enzima conversora da
angiotensina-ECA) e/ou losartan (antagonista do receptor da All), em ratos com
dieta hipossddica, que receberam cronicamente a CsA, determinou uma
reducdo da pressao arterial, uma vasodilatacdo da arteriola eferente e atenuou
a geragao de fibrose intersticial, mas ndo melhorou a hemodinamica renal. O
trabalho observa que a All é um fator determinante para a nefrotoxicidade
crénica pela CsA e que os mecanismos causadores da lesdo crénica podem
ocorrer independentemente das alteragdes na hemodindmica renal. Essa
protecao estrutural pode ser decorrente da melhora do fluxo medular, regulado
por receptores de All na regido da vasa recta, ou da inibicdo dos efeitos
proliferativos da All %37

A liberacdo de aldosterona, desencadeada pela ativacdo do SRA,
destaca-se como um elemento importante nos mecanismos de progressao da
doenca renal cronica. O bloqueio da aldosterona preveniu a lesao renal em
modelos de hipertensdo. A administracido de aldosterona reverteu a protecao
oferecida pelo losartan, em modelos de hipertensao e ablacao renal utilizados
no estudo de doencas renais.*? Em um estudo experimental em ratos para

avaliar a nefrotoxicidade cronica pela CsA, observou-se que a espironolactona
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(antagonista da aldosterona) forneceu protecao funcional e estrutural renal em
modelos de nefrotoxicidade crénica pela CsA.*®

O uso crbnico de CsA estimula a producgao sistémica e renal do TGF-.
Estudos experimentais e clinicos determinam que a maior expressao do TGF-f3
pode ser um fator importante para o desenvolvimento de nefrotoxicidade
crénica por CsA. Utilizando-se o modelo de ratos com dieta hipossddica e
tratados com CsA, notou-se aumento progressivo no TGF-B renal, que
precedeu o desenvolvimento posterior de fibrose tubulo intersticial.® O uso de
anticorpos anti-TGF- reduziu a expressdo de TGF-B renal, impediu a queda
da FGR, e diminuiu a hialinose arteriolar, mas ndo melhorou a fibrose tubulo-
intersticial. Cubaci et al observaram que 72% das bidpsias renais de pacientes
transplantados, tratados com CsA e com fibrose tubulo intersticial,
expressavam altos niveis do TGF-B.*Y A ativacdo do SRA parece estar
relacionado a alta producdo do TGF-B, induzida pelo uso da CsA.“?

Portanto, o TGF-B ndo é o responsavel isolado por todos os efeitos da
CsA, nos mecanismos de deposicdo de matriz extracelular e cicatrizacao
renal.*?

Varios autores observaram, em modelo de deplecao de sal para estudo da
nefrotoxicidade cronica pela CsA, uma significante infiltracdo precoce de
macrofagos, precedendo uma diminuicdo da FGR e, também, o
desenvolvimento de fibrose intersticial. Esta infiltragdo estava acompanhada de
proliferacdo de células tubulares e intersticiais que comecava na medula e
caminha para areas corticais de fibrose.®3® O infiltrado de macréfagos é um

fator que desempenha importante papel no desenvolvimento de fibrose renal
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progressiva.(46) O estimulo que causa a ativacdo e a infiltracdo precoce de
macrofagos € uma questdo importante. Pode ser a isquemia pés-glomerular,
causada pela constriccdo dos vasa recta, a lesdo nas células epiteliais
tubulares e células endoteliais, que permite o extravasamento do plasma na
area intersticial renal ou a ativagao das células intersticiais renais residentes.*?
A All recruta e também ativa os macréfagos; de fato, células humanas ativam o
SRA durante a diferenciagdo macréfago/mondcito em humanos.“” A inibicao
da infiltracdo de macréfagos através da colchicina, melhorou a fibrose
intersticial renal no modelo de ratos com dieta hipossédica e tratados com
CsA.“®)

A adigao do substrato L-arginina, que aumenta a produg¢ao do éxido nitrico
(NO), melhora a deposi¢cao dos componentes da matriz extracelular, mas o uso
do inibidor da sintase do éxido nitrico (NOS), o L-NAME, agrava a fibrose
tubulo-intersticial induzida pelo uso da CsA.“®

O uso da CsA aumenta a producdo de endotelina, e esta aumenta a
expressao do TGF-B, que esta claramente envolvido no desenvolvimento de
fibrose intersticial renal, induzida pelo uso de CsA.“?

Atualmente a hipotese para explicar a nefrotoxicidade crdnica causada
pela CsA pode ser analisada, verificando-se varios aspectos. Pode ser causada
seja pela isquemia pré-glomerular, seja pelos efeitos diretos da CsA no
intersticio ou ainda efeitos diretos independentes da vasoconstriccdo da
arteriola aferente, que depende da ativagao do sistema renina angiotensina, e
consequente liberacdo da All. Além da agao vasoconstrictora pré-glomerular,

pode ocorrer também agdo vasoconstritora pds-glomerular, regulada por
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receptores da All na regido dos vasa recta. A fibrose intersticial renal é
dependente do aumento do SRA e de All e pode ocorrer independentemente
das alteracbes na hemodindmica renal. Os mecanismos de nefrotoxicidade
cronica por CsA, dissociados da isquemia pré-glomerular, parecem ser
dependentes também do infiltrado de macréfagos e fibroblastos e da ativagéo
das células intersticiais.

Os efeitos indiretos e diretos da migragdo dos macréfagos, da constricgao
dos vasa recta, da ativacdo das células residentes intersticiais, da lesao da
célula endotelial, do extravasamento de plasma na area intersticial e dos
estimulos inflamatérios originados da lesdo das células tubulares, podem ser
parte desse fenbmeno complexo. Esta claro que mais de um fator pode estar
envolvido. Estabelece-se um ambiente intersticial inflamatério no qual a All, a
aldosterona, os macrofagos, os fibroblastos, as células residentes e etc.,
interagem com substancias pro-fibréticas como as citocinas, os fatores de
crescimento, os oxigénios reativos, etc., e aumentam a deposigdo de matriz
extracelular e, consequentemente ocasionam a fibrose intersticial.*?

O aperfeicoamento da imunossupressao, de técnicas cirurgicas e do
acompanhamento dos pacientes permitiu um expressivo aumento do numero
de pacientes submetidos a transplantes nas ultimas décadas.®” Esse fato,
somado ao amplo leque de doencas atualmente tratadas com CsA, elevou o
numero de mulheres em idade fértil tratadas por este imunossupressor e,
consequentemente, aumentaram as chances de gestacdo sob o efeito de

CsA.®Y
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A gravidez provoca varias mudancgas funcionais e anatémicas nos rins,
como aumento do tamanho, alteracbes na hemodinamica renal e variagdes nos
niveis plasmaticos de horménios que afetam a fungdo renal. Assim, ha
aumento na produgdo da renina, do angiotensinogénio, da angiotensina, da
aldosterona, das prostaglandinas vasodilatadoras, da desoxicorticosterona, da
progesterona, do lactogénio placentario e da gonadotrofina coridnica.®® Ha
aumento do fluxo sanguineo renal e da filtragdo glomerular; uma diminui¢ao da
creatinina sérica e o0 aumento do débito cardiaco, associados a diminuicao da
resisténcia periférica e a retengéo de sodio, potassio e calcio.#%%

O aumento do fluxo sanguineo renal (FSR) se da nas primeiras semanas
de gestagcao, de 40 a 60% por volta da 152 semana, persistindo até a 362
semana, e retorna aos niveis normais no final da gravidez; o ritmo de filtragédo
glomerular renal (FGR) aumenta aproximadamente de 60 a 70% acima dos
valores normais, ou seja, antes da gravidez.®®

A gravidez geralmente ndo piora as doengas renais, podendo mesmo
haver melhora temporaria da funcdo renal durante esse periodo. Existem
inumeros relatos de gravidez que transcorre com sucesso em pacientes que
fazem dialise ou em pacientes transplantados.(53) Considera-se que a melhora
da funcdo esteja relacionada a diminuigdo da resisténcia vascular
periférica.52%%)

Durante a gravidez, a microcirculagdo renal apresenta mecanismos

adaptativos, como uma vasodilatagdo intra-renal, redu¢do proporcional das

resisténcias das arteriolas aferente e eferente, manutencdo da pressao
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hidrostatica intraglomerular e conseqliente aumento do fluxo plasmatico
glomerular.®®

Entre as varias mudancgas e adaptacdes maternas que ocorrem durante a
gravidez, é importante destacar a vasodilatagdo de 6érgaos nao envolvidos com
a reprodugdo, como o rim.®® A substancia responsavel por esta acao
vasodilatadora renal vem sendo investigada por varios pesquisadores.

O estradiol é considerado um vasodilatador sistémico uterino na gravidez,
mas com pouco efeito na circulagdo renal. A progesterona tem capacidade
vasodilatadora limitada na circulacao renal.®

Durante a gravidez normal, a excregéo urinaria de varias prostaglandinas
ou de seus metabdlitos é elevada. Em estudos experimentais, observou-se que
a inibicdo das prostaglandinas nao reverte a hiperfiltragdo renal da gravidez.
Outro trabalho experimental sobre a participagcdo do estrégeno e da
progesterona na vasodilatagdo arterial mostrou um aumento significativo na
expressdo de prostaglandinas vasodilatadoras na artéria renal, em animais
ovariectomizados e com tratamento com estradiol quando comparados ao
grupo que recebeu estradiol + progesterona. 7)

Outro possivel mediador da vasodilatagdo renal na gravidez é o Calcitonin
gene-related peptide (CGRP), um neuropeptideo vasodilatador que regula a
resisténcia vascular e tem papel na adaptacdo vascular durante a gravidez
normal, diminuindo a resisténcia total, inclusive na artéria renal. O CGRP
parece estar envolvido na adaptacdo renal vascular que ocorre durante a
gravidez. E possivel que os horménios estradiol e progesterona modulem

positivamente os efeitos hemodinamicos regionais e sistémicos do CGRP. ¥
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O 6xido nitrico (NO) é uma substancia com possivel envolvimento na
vasodilatagdo renal e consequente hiperfiltragdo na gravidez. A excregao
urinaria do NO e seus metabdlitos é elevada durante a gravidez. Trabalhos
experimentais verificaram que a inibicao cronica do NO ndo é capaz de inibir a
vasodilatagao sistémica e renal da gravidez. Dados experimentais revelaram
que a inibicdo do NO, juntamente com o bloqueio das prostaglandinas, reverte
tanto a vasodilatagcdo como a hiperfiltragdo glomerular na gravidez.(55)

A relaxina € um horménio produzido pelo corpo luteo em humanos e
roedores. Em humanos, possui fungdes fisiolégicas importantes, tais como
amolecer os ligamentos colagenosos da bacia pélvica durante a gestacéo,
facilitar a dilatacdo cervical, contribuir para o desenvolvimento da glandula
mamaria e participar do processo de ruptura da parede folicular durante a
ovulagéo.(59) Sherwood observou que em animais, tem importante papel na
gravidez de ratos, camundongos e porcos, atuando como substancia
vasodilatadora; promove o desenvolvimento da cérvix, das glandulas
mamarias, preparando para a lactagao; inibe a contratilidade uterina; reduz a
fibrose no rim, coracéo, pulméo e figado.(ao) Varios trabalhos tém demonstrado
ser a relaxina o principal mediador que permite a vasodilatacéo e hiperfiltracdo
renal que ocorre na gravidez.®661-64)

Durante a gravidez ocorre aumento da reabsorg¢ao tubular de sal e agua,
devido ao aumento da filtracdo glomerular, evitando deplecdo de volume
extracelular. Da mesma forma, ocorre aumento na excrecao de acido urico,

calcio e magnésio e redugao na excregao de potassio, glicose e uréia.®®
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As caracteristicas farmacocinéticas da CsA permitem que a droga e seus
metabdlitos se acumulem no sangue materno, na placenta e cordao umbilical,
passando para o feto em desenvolvimento.®®®) De fato, observaram-se niveis

significantes da droga na placenta e no leite materno de pacientes apds

| (67

transplante rena ) Em estudos utilizando ratas prenhes, a CsA provoca

(68)

atraso temporario no desenvolvimento dos 6rgaos hematopoiéticos e

fetotoxicidade, se usada em doses elevadas como de 25 mg/Kg/dia.®®
Clinicamente nao é teratogénica, mas pode provocar retardo de crescimento

(70

intra-uterino.”® A maioria dos autores considera que O uso correto e com

acompanhamento médico cuidadoso de CsA durante a gravidez é viavel.®®""
Surpreendentemente, existem poucos estudos analisando os efeitos da

interacéo entre gravidez e a CSA. Os trabalhos disponiveis usaram parametros

de avaliacdo da funcdo renal pouco sensiveis, como medidas semanais de

®6.71) As alteragdes hormonais e hemodinamicas provocadas no

creatinina.
organismo materno pela gravidez podem ter significativa influéncia na
nefrotoxicidade da CsA, bem como a CsA pode mudar o padrao de alteracdes

hemodinamicas que ocorrem na gravidez normal.
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1.1. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivos:

1. Avaliar o efeito da interagdo entre CsA e gravidez na fungédo e

estrutura renal;

2. Avaliar o efeito da gravidez sobre os niveis sanguineas de CsA.



2. MATERIAIS E METODOS|
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e dieta

Foram utilizadas ratas Munich-Wistar com um peso inicial variando de
220g a 250g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto — Autarquia Estadual, sob responsabilidade
do médico veterinario Dr. Jodo Vicente de Paiva Netto. O projeto foi analisado
e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da
FAMERP (parecer em 25/09/2001 pelo Prof. Dr. Jerri do Carmo Caldeira).

Os animais receberam dieta pobre em sal (0,06%) e normoproteica (25%)
(Teklad, Wisconsin, USA), durante todo o periodo de tratamento e/ou

gestacional.

2.2. Determinacao do 1° dia de prenhez da rata

Com a finalidade de determinar com precisdo o primeiro dia de prenhez
das ratas, estas foram acasaladas com os ratos machos durante a noite e, pela
manha, foram realizados esfregacos vaginais, para verificar a presenca de
espermatozoides. Se confirmada ao microscopio de luz, o dia foi considerado

como o primeiro dia de prenhez.
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2.3. Tratamento

As ratas foram divididas em quatro grupos (10 ratas/grupo): ratas virgens
tratadas com CsA (V/ICsA), ratas prenhes tratadas com CsA (G/CsA), ratas
virgens tratadas com veiculo (V/C) e ratas prenhes tratadas com veiculo (G/C).

A CsA foi dissolvida em alcool absoluto (12,5%), diluido em 6leo de oliva
(87,5%), e injetada por via subcutdanea na dose de 15 mg/Kg de peso
corporeo/dia nos grupos tratados, virgens e prenhes. Da mesma forma, o
veiculo (6leo de oliva + alcool absoluto) foi injetado de forma isovolumétrica
nos animais do grupo controle, virgens e prenhes.

Os 4 grupos de estudo foram avaliados em dois periodos, no 10° e 20°
dia de prenhez, o que equivale a metade e ao final do periodo gestacional da

rata. A duracdo da gestacao da rata € de 21 dias.

2.4. Ingesta da dieta e peso diario

O peso dos animais e a quantidade de dieta ingerida foram verificados
diariamente. O cuidado diario com a quantidade de racao hipossoddica para as
ratas se deveu a garantia de que as ratas que receberam veiculo nao
ingerissem mais racao dos que as ratas que receberam a CsA. Ou seja, para
que este fator ndo interferisse nos resultados. No inicio do estudo, verificou-se
a meédia diaria de racao, consumida pelas ratas que estavam recebendo CsA,
tanto virgens como prenhes, e utilizamos a mesma quantidade para as ratas

que receberiam somente o veiculo.
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2.5. Filtragéo glomerular renal (FGR) - depuracéo de inulina

O procedimento iniciou-se com um grupo de animais, 24 horas apoés a
ultima dose de CsA ou veiculo. As ratas foram submetidas a anestesia com
injecdo intraperitoneal de uma solucdo de 50 mg/ml/Kg de tiopental sodico
(0,2ml por 100g de rato).

AplOs a anestesia, foi realizada traqueostomia utilizando-se cateter de
polietileno PE-240 (Becton Dickinsons, Nova Jersey, EUA). Seguiu-se a
cateterizacao (PE 50) da veia jugular direita, para infusdo de solugdes (inulina e
soro fisioldgico); a cateterizacdo da artéria carotida esquerda, para medida da
pressdo arterial média (PAM), e a coleta de amostras de sangue para as
dosagens sanguineas da concentracdo de inulina plasméatica. Na sequéncia,
procedeu-se a incisdo mediana para localizacdo da bexiga; efetuando-se uma
pequena incisdo para canulacdo com cateter PE-160. A urina passou entdo a
ser coletada em tubos, para posterior afericdo do volume urinario e das
concentracdes urinarias de inulina. A uretra foi ligada para evitar perdas de
urina. Finalizado o processo cirurgico, iniciou-se o procedimento da depuracao
de inulina.

Os animais receberam 1ml da solucdo de inulina (Sigma , EUA)) na
concentracdo de 25 mg/ml (0,3 g em 12 ml de NaCl a 0,9 %); em seguida
receberam lentamente solucéo fisiologica (5 ml), seguida de solucéo de inulina
na concentracao de 25 mg/ml, de forma continua através de bomba de infusao
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA), na velocidade de 0,06 ml/min. Neste

momento, iniciou-se a contagem de um periodo de 50 minutos, necessario para
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o equilibrio hemodinamico do animal ap6s a cirurgia. Durante o equilibrio, a
temperatura e pressao arterial do animal foram continuamente monitoradas.

Apos 50 minutos de estabilizacdo, a urina foi coletada em tubos
previamente pesados e devidamente identificados, por 3 periodos consecutivos
de 20 minutos cada, os quais foram utilizados para o céalculo do volume urinario
(ul/min)

Na metade de cada periodo da coleta de urina, foi coletado 0,3 ml de
sangue com heparina, e 0 sangue retirado foi reposto imediatamente com o
mesmo volume de NaCl a 0,9% .

O plasma e urina serviram para a dosagem da concentracdo de inulina
pelo método da antrona, com o auxilio do espectrofotbmetro
(Espectrofotdmetro BTS 310 — Biosystems, Barcelona, Espanha). Verificou-se
a PAM durante todo o procedimento, pela cateterizacdo da artéria caroétida
acoplada a um transdutor de presséao (Stoelting Co., lllinois, EUA), e verificada
através de um amplificador (Blood pressure display unit, Stoelting Co., lllinois,
EUA). O volume urinario (ul/min) foi determinado pela diferenca de peso dos
tubos de coleta de urina (peso ao final do periodo de coleta — peso inicial do
tubo). Os dados da depuracdo da inulina foram calculados em ml/min/100g,
representando a média dos trés periodos de coleta. Os resultados para a PAM
representam a meédia de todos os registros obtidos em todo o experimento.

Os dados obtidos foram submetidos a férmula para o calculo da

depuracéo de inulina para verificacado da taxa de filtracdo glomerular renal.

Depuracgao de inulina = (U (mg/dL) x V (ml/min)) / P(mg/dL) = (ml/min/100g)
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U (mg/dL) = concentracao urinaria de inulina
V (ml/min) = volume urinario

P (mg/dL) = concentracdo plasmatica de inulina

2.6. Estudo hemodinamico

2.6.1. Fluxo sanguineo renal (FSR), resisténcia vascular renal

(RVR) e pressao arterial média (PAM)

O estudo foi realizado 24 horas apoés a ultima inje¢cdo de CsA ou veiculo.
Os ratos selecionados para esta analise foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de tiopental sodico (50mg/ml); na proporcdo de 0,1ml a cada
100g de rato.

Apds a anestesia, realizou-se tragueostomia com cateter de polietileno
PE-240 (Becton Dickinsons, Nova Jersey, EUA). Em seguida, realizou-se a
cateterizacdo (PE 50) da artéria carétida esquerda para medida da pressao
arterial média (PAM), e da veia jugular direita para a expansao volémica
(cateter PE-50). Realizou-se laparotomia mediana, o isolamento do rim
esquerdo e do pediculo renal e a dissec¢ado da artéria renal para instalacdo de
uma probe vascular (série R, 1.5 mm, Transonic System, Ithaca, NY, EUA),
apropriada para medida direta do fluxo arterial renal em ratos.

Administrou-se entdo 6 ml de solucdo fisioldgica 0,9%, seguidos por
infusdo continua desta solucdo na velocidade de 0,06 ml/min em bomba de

infusdo (Harvard, EUA). Apés o periodo de 60 minutos de estabilizagéo,
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realizou-se as medidas do FSR através de fluxémetro por doppler (T 106,
Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, EUA) e com o auxilio de um gel condutor
(HR Libricating Jelly, Transonic, Nova York, EUA). O fluxémetro para pesquisa
animal utiliza a técnica de ultra-som Transit-time, medindo direta e
quantitativamente o fluxo de sangue. Foram realizadas quatro medidas
continuas em periodos de 10 minutos, obtendo-se a meédia dos quatro
registros, para cada experimento. A PAM foi avaliada concomitantemente
através de um transdutor de pressao (Stoelting Co., lllinois, EUA), ligado a
artéria caroétida e a um amplificador de pressdo (Blood pressure display unit,
Stoelting Co., lllinois, EUA). A resisténcia vascular renal (RVR) foi calculada

pela férmula:

RVR = PAM / FSR (mmHg/ml/min).

2.7. Dosagem de ciclosporina A no sangue materno

Ao final dos experimentos de depuracéo de inulina, foi coletado o total de
3 ml de sangue do grupo que recebeu CsA dos dois periodos estudados (10 e
20 dias), em tubo contendo 0,1ml de EDTA 10%, que foi armazenado a -20°C,
para determinacdo posterior dos niveis sanguineos da CsA. A dosagem do
nivel sanglineo da droga foi realizada através de radioimunoensaio de
fluorescéncia polarizada, empregando-se anticorpo monoclonal especifico

(Laboratério Fleury, S&o Paulo, SP).
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2.8. Volume urinério (VU), Creatinina plasmatica e urinéria, Excregao
urinaria de sédio (UNa), Fracdo de excrecdo de sodio (FeNa),

Osmolalidade urinaria (UOsm) e Depuracao osmolar (COsm)

Os animais foram colocados em gaiola metabdlica (Nalgene, Nalge
Company, Rochester NY, EUA) ao final do periodo de tratamento. Apds 24
horas na gaiola metabdlica, verificou-se o volume da diurese coletada, e a urina
foi centrifugada e utilizada para as dosagens bioquimicas.

O animal foi entdo anestesiado com injecdo intraperitoneal de tiopental
sodico (50mg/ml); na proporcédo de 0,1ml a cada 100g de rato. Em seguida,
realizou-se a cateterizacdo arterial (PE 50), coletou-se o sangue, para as
dosagens bioquimicas.

A urina e o plasma foram usados para as seguintes dosagens: sodio
através do analisador de eletrolitos (Mod. 9180, Electrolyte Analyser, AVL
Scientific Co., Roswell GA, EUA), creatinina pelo método de picrato alcalino
(Jaffé), e analisada por espectrofotometro (BTS 310 ByoSystems, Barcelona,
Espanha), a osmolalidade em osmdmetro através do ponto de congelamento
(Osmette A, Precision Systems, Natick, MA, EUA). As férmulas utilizadas para

calculo da fracdo de excrecao de sédio e depuragcao osmolar foram:

Fracdo de excrecao de sédio (%):
FeNa = (UNa/ PNa x 100) / (UCr / PCr)
UNa e PNa = concentracao urinaria e plasmatica de sodio (mmol/L)

UCr e PCr = concentracao urinaria e plasmatica de creatinina (mg/dL)
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Depuracdo osmolar (ml/min) :

COsm = (Uosm x V) / Posm

Uosm = osmolalidade urinaria (mOsm/kg)
V = volume urinario (ml)

Posm = osmolalidade plasmatica

2.9. Dosagem de 6xido nitrico

Apos 10 dias de tratamento, a urina foi coletada durante 24 horas em
gaiola metabdlica. A analise da concentracdo urinaria do Oxido nitrico foi
realizada pela reducdo do NO3z em NO, com a enzima nitrato redutase pelo
método de Bartholomeu. O NO, gerado do NO3 pela enzima nitrato redutase e
o NO, presente na urina foram detectados e quantificados pela reacédo de

Griess (umol/mgCi).

2.10. Estudo histologico

Ao término dos experimentos de FGR, realizou-se a nefrectomia do rim
esquerdo. O rim foi seccionado longitudinalmente, fixado em formaldeido a 4%
em soro fisiolégico, e posteriormente colocado em alcool 70%. O material foi
incluido em parafina, e obtidas secc¢des finas (3-4um), que foram montadas,
numeradas e coradas por hematoxilina-eosina (HE), acido periédico e reativo
de Schiff (PAS), tricromio de Masson e &cido periddico prata metanamina

(PAMS); a graduacdo morfométrica para fibrose intersticial, atrofia tubular,
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hialinose e esclerose glomerular global foi efetuada por um Unico patologista,

gue nédo conhecia a que grupo pertenciam as amostras.

2.11. Estudo imunohistoquimico

Na andlise da reacdo para angiotensina Il procedeu-se a contagem do
nimero de células positivas (40 campos), por area de 0,245mm? no intersticio
do cortex renal e nas arteriolas aferentes.

O anticorpo utilizado foi o policlonal IgG purificado de coelho anti-
angiotensina Il especifico (Peninsula Laboratories, San Carlos, USA.). Com o
animal anestesiado com Tiopental sodico (50mg/ml), o fluxo sanguineo foi
interrompido com um fio cirdrgico no pediculo renal direito e o rim direito
removido. ApoOs a retirada da capsula, efetuaram-se trés cortes transversais de
3 mm de largura, e o material foi colocado em metacarn (60% metanol,30%
cloroférmio e 10% acido acético).

ApOs o processo de fixacdo, procedeu-se a desidratacdo e diafanizacéo,
para inclusdo em parafina e posterior preparo dos cortes em laminas
silanizadas (3-aminopropyltriethoxy-silane 4%, Sigma). A parafina foi eliminada
com xilol e &lcool.

Para a reacdo de angiotensina Il (Peninsula Laboratories, San Carlos,
USA), as laminas foram colocadas em agua destilada, azida sédica e agua
oxigenada para o bloqueio da peroxidase endogena, e lavamos em PBS com
Tween. Em seguida realizou-se a adsor¢cao com soro de cabra (PBS, saponina

e soro de cabra), que foi colocado em cima do corte por 30 minutos em camara
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umida a temperatura ambiente. Uma vez retirado o soro de cabra e colocou-se
0 anticorpo primario para angiotensina Il na diluicdo 1/200, cobrindo todo o
material, que foi deixado durante a noite (4°C) em camara Umida. Procedeu-se
a lavagem do material por duas vezes em PBS com Tween.

Em seguida, o anticorpo secundario biotinado foi colocado na diluicdo
1/400, o qual foi incubado por 30 minutos em camara Umida a temperatura
ambiente, sendo em seguida lavado por duas vezes em PBS com Tween.
Cobriu-se, entdo, o material com o complexo avidina-biotina e incubou-se o
mesmo por 30 minutos em camara umida em temperatura ambiente, lavando-
se em seguida em PBS com Tween por duas vezes. Seguiu-se entdo a
coloracdo da reacdo com o corante DAB (DAB, 10mg/ml, tampé&o Tris-HCI
0,05M, pH 7,6 e cloreto de niquel a 8%). Para tanto, incubou-se o material por
10 minutos a 37°C; e em seguida a lavou-se 0 mesmo em agua destilada,
realizando-se a contra coloracdo com corante metilgreen por 1 minuto, cobriu-
se todo o material por duas vezes com etanol 95% , duas vezes com etanol
100%, xilol 1V, xilol V e xilol VI. O material foi montado o material com laminula
para a contagem de células por campo no intersticio e também em arteriolas

aferentes no cortex renal, utilizando-se microscépio de luz (aumento de 400 x).

2.12. Analise Bioquimica e estudo histolégico dos rins de ratos

machos

Foram utilizados ratos machos Munich-Wistar com um peso inicial em

torno de 220 a 250g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade
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de Medicina — FAMERP. Os animais receberam a CsA por via subcutanea na
dose de 15 mg/Kg, dissolvida em alcool absoluto (12,5%), diluido em 6leo de
oliva (87,5%). Receberam dieta pobre em sal (0,06%) e normoproteica (25%)
(Marca Teklad, Wisconsin, USA), durante o periodo de 21 dias.

Os animais foram colocados em gaiola metabdlica (Nalgene, Nalge
Company, Rochester NY, EUA) ao final do periodo de tratamento; apds 24
horas, a urina foi utilizada para verificacdo do volume e para as dosagens
bioquimicas.

Em seguida, o animal foi anestesiado com injecao intraperitoneal de
Tiopental sédico (50 mg/ml); sendo 0,1ml a cada 100g de rato para coleta de
sangue para as dosagens bioquimicas.

A urina e o plasma foram utilizados para as dosagens de creatinina pelo
meétodo de picrato alcalino (Jaffé), a qual foi analisada por espectrofotémetro
(BTS 310 ByoSystems, Barcelona, Espanha). O nivel sangtineo da CsA foi
realizado através de radioimunoensaio de fluorescéncia polarizada,
empregando anticorpo monoclonal especifico (Laboratério Fleury, Sdo Paulo,
SP). No estudo histologico foram utilizados as coloracées de hematoxilina-
eosina (HE), acido periddico e reativo de Schiff (PAS), Tricrdbmio de Masson e
acido periodico prata metanamina (PAMS). A graduacdo morfométrica para
fibrose intersticial, atrofia tubular, hialinose e esclerose glomerular global foi
realizada por um unico patologista, que ndo conhecia a que grupo pertenciam

as amostras.
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2.13. Andlise estatistica

A andlise estatistica entre os grupos foi realizada pela analise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Student-Newman-Keuls quando se encontrou
diferenca significante (p<0,05).

A analise entre dois grupos foi realizada pelo teste t de Student para
amostras independentes, considerando-se significancia ao nivel de 5%

(p<0,05).



3. RESULTADOS|
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3. RESULTADOS

3.1. Ganho de peso e peso final

A média dos pesos para 0s animais que receberam 10 dias de tratamento,
foi de 218 + 4,0 g (V/CsA); 221 + 3,0 g (G/CsA); 208 + 3,09 (V/IC) e 213+ 6,09
(G/C), ndo se verificando diferengca estatisticamente significante entre o0s
tratadas com CsA ou com veiculo. Entretanto, apés 20 dias de tratamento, as
ratas prenhes apresentaram peso maior, tanto em relacdo as virgens tratadas
com CsA; (VICsA 188 + 4,0 g vs G/CsA 210 + 5,0 g, p<0.01); quanto as
virgens tratadas com veiculo; (V/C 198 + 4,0 vs G/C 236 + 6,0, p<0,001). As
ratas prenhes que receberam veiculo apresentaram peso maior quando
comparado as ratas prenhes que receberam CsA (p<0,001).

A andlise do ganho de peso diario para os animais dos grupos que
receberam 10 dias de tratamento mostrou que as ratas prenhes ganharam
mais peso em relacdo as virgens, tanto as ratas tratadas com CsA; (G/CsA
18,3+ 2,0 g vs VICsA 6,7 + 2,0 g, p<0,01), quanto para o grupo controle; (V/C
0,23+ 2,0gvs G/C 20,1+ 5,0 g, p<0,001).

Para os animais apos 20 dias de tratamento, o valor do ganho de peso foi
de 34,3 £ 3,0 g (G/CsA); de 11,2 + 1,4 g (VICsA); de 47,6 + 3,5 g (G/C) e de
6,2 + 1,3 g (VIC). As ratas prenhes apresentaram ganho de peso maior do que

as virgens (p<0,001).
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Os animais G/C, quando comparados aos animais G/CsA, nos dois
periodos de estudo, apresentaram maior ganho de peso, mas com diferenca

significativa para os animais estudados apos 20 dias (p<0,001).

3.2. Filtracdo glomerular renal (FGR)

Apo6s 10 dias de tratamento, a FGR das ratas prenhes foi maior do que a
das virgens. No entanto, tal diferenca foi significante somente para os animais
que receberam veiculo. Assim, o grupo V/CsA apresentou FGR de 0,79 + 0,07
ml/min/100g, e o grupo G/CsA, 0,95 + 0,07 ml/min/100g (NS). O grupo V/C
apresentou FGR de 0,94 + 0,05 ml/min/100g e o grupo G/C, 1,19 + 0,04
ml/min/100g (p<0,05). As ratas dos grupos G/CsA apresentaram FGR
significantemente menor (p<0,01) que as do grupo G/C. Apds 20 dias, tanto o
grupo V/CsA (0,51 + 0,07 ml/min/100g) como o grupo G/CsA (0,55 + 0,09
ml/min/100g) apresentaram queda significante na FG (p<0,001), quando
comparados aos grupos V/C (0,98 + 0,04 ml/min/100g) e G/C (0,95 + 0,03
ml/min/100g). Os dados estéo representados nas Figuras 1, 2 e também na

Tabela 1.

3.3. Hemodinamica renal: fluxo sanguineo renal (FSR) e resisténcia

vascular renal (RVR)

Apés 10 dias de tratamento, o FSR das ratas prenhes foi

significativamente maior que o das ratas virgens, tanto no grupo controle (G/C



32
Resultados

4,9 + 0,2 ml/min vs V/IC 3,6 £ 0,1 ml/min, p<0,001) quanto no grupo CsA
(G/CsA 3,3 + 0,2 ml/min vs V/CsA 2,4 + 0,1 ml/min, p<0,01). O FSR das ratas
controle foi significativamente maior (p<0,001) que o das ratas que receberam
CsA, tanto nos animais virgens quanto nos prenhes (Tabela 1 e Figura 3).

Houve queda significativa (p<0,05) da RVR nas ratas prenhes em relacéo
as virgens com o mesmo tratamento: V/CsA 50 + 3 mmHg/ml/min vs G/CsA 38
+ 3 mmHg/ml/min e V/C 34 + 2,0 mmHg/ml/min vs G/C 24 + 1,0 mmHg/ml/min.
A RVR das ratas que receberam veiculo foi significativamente menor que a dos
animais do grupo CsA, tanto para os animais virgens (p<0,001) como para as
prenhes (p<0,01) (Tabela 1 e Figura 5).

Apoés 20 dias de tratamento, o FSR das ratas que receberam somente
veiculo foi significativamente elevado quando comparado ao FSR daquelas que
receberam CsA, tanto para as virgens quanto para as prenhes (V/C 4,0+ 0,3
ml/min vs V/CsA 2,8 £ 0,2 ml/min e G/C 4,5 £ 0,16ml/min vs G/CsA 3,4 £ 0,19
ml/min, p<0,01) (Tabela 1 e Figura 4). Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre a RVR dos quatros grupos: 49 + 6mmHg/ml/min para V/CsA,
34 + 3,0 mmHg/ml/min para G/CsA, 36 + 3,0 mmHg/ml/min para V/IC e 26 + 1,0

mmHg/ml/min para G/C, (Tabela 1 e Figura 6).

3.4. Presséo arterial média (PAM)

A PAM apos 10 dias de tratamento foi de 129 + 5,0 mmHg no grupo V/C
vs 112 + 4,0 mmHg no grupo G/C, sendo significativamente menor nas ratas

prenhes em relacdo as virgens (p<0,05). No grupo G/CsA, a PAM foi de 110 +
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3,0 mmHg vs 118 + 4,0 mmHg no grupo V/CsA (NS), como pode ser observado
na Figura 7 e na Tabela 1. Apos 20 dias de tratamento, os valores encontrados
para o grupo V/C foram de 131 + 3,0 mmHg, 125 + 4,0 mmHg para o grupo
G/C, 115 + 4,0 mmHg para o grupo V/CsA, 108 + 4,0 mmHg para o grupo
G/CsA. Os grupos de virgens e prenhes tratadas com CsA, apresentaram PA
significantemente menor quando comparados aos controles (p<0,05) (Figura 8

e Tabela 1).

3.5. Concentragao de ciclosporina no sangue materno (SCsA)

Os valores de CsA no sangue materno podem ser vistos nas Figuras 9 e
10. Nas ratas prenhes nos dois periodos de estudo, apds 10 e 20 dias de
tratamento, os niveis de CsA foram respectivamente de 544 + 58 ng/ml e 1070
+ 142 ng/ml. Estes valores foram significantemente menores (p<0,01) que 0s
encontrados nas virgens nos dois periodos de estudo (805 + 71 ng/ml e 1916 +

201 ng/ml) (Tabela 1).
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Figura 10. Concentracdes de ciclosporina A no sangue materno (SCsA) apos

20 dias de tratamento.
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Tabela 1. Comparacao entre grupos dos dados de filtracdo glomerular renal (FGR), fluxo sanguineo renal (FSR), pressao rterial

média (PAM), resisténcia vascular renal (RVR) e concentracdo sanguinea de ciclosporina A (SCsA).

PARAMETROS 10 dias de Tratamento ou Gravidez 20 dias de tratamento ou gravidez

VICsA GI/CsA VIC G/C VICsA GI/CsA VIC G/IC

FGR (ml/min/100g) 0,79+0,07 0,95+0,07% 0,94+0,05" 1,19+0,04 0,51+0,07  0,55+0,09° 0,98+0,04 0,95+0,03

(n) (12) (13) (13) (10) (16) (13) (12) (10)
FSR(ml/min) 2,4+0,1"  3,3+0,2° 3,640,1°  4,9+0,2 2,8+0,29 3,440,192 4+0,3  4,5+0,16

(n) 17) (10) (13) (14) (13) (10) (12) (13)
PAM(mmHg) 118+4 110+3 129+5° 112+4 115+4° 108+4" 13143 125+4

(n) (12) (13) (13) (10) (16) (13) (12) (10)

RVRmmHg/ml/min ~ 50+3"¢ 38+3 2 34+2° 24+1 49+6 34+3 36+3,2 26+1

(n) (15) (10) (12) (13) (13) (10) (11) (13)
ScsA(ng/ml) 805+71" 544458 1916+201"  1070+142

(n) (12) (13) (10) (10)

Os dados apresentam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagbes: V/CsA-virgens tratadas com Ciclosporina A; G/CsA-prenhes tratadas com
Ciclosporina A; VIC-virgens tratadas com veiculo; G/C-prenhes tratadas com veiculo; FGR-Filtracdo glomerular renal; FSR-Fluxo sanguineo renal;
PAM-Presséo arterial média; RVR-Resisténcia vascular renal e SCsA-Concentracdo sanguinea de Ciclosporina A. (a)p<0,01 vs G/C; (b)p<0,05 vs G/C;
(c)p<0,001 vs G/C; (d)p<0,001 vs VIC; (e)p<0,05 vs VIC; (f)p<0,01 vs G/CsA; (g)p<0,01 vs V/C; (h)p<0,05 vs G/CsA.
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3.6. Volume urinario (VU), excrecao urinaria de sédio (UNa), fracao
de excrecdo de sédio (FeNa), osmolalidade urinaria (UOsm) e

depuracado osmolar (COsm).

O VU foi semelhante nos quatro grupos (Tabela 2).

Apos 10 dias de tratamento, as ratas prenhes do grupo controle
apresentaram maior excrecdo de sédio urinario (UNa) que 0s outros grupos
(12,4 + 3 mmol/l para V/CsA, 12,5 + 1,6 mmol/l para G/CsA, 19,4 + 4,6 mmol/l
para VIC e de 77,5 + 9,3 mmol/l para G/C, p<0,001). Apdés 20 dias de
tratamento, a excrecdo urinaria de soédio das ratas prenhes recebendo veiculo
ou CsA, foi significativamente maior que a das ratas virgens (V/CsA 49,8 + 9,1
mmol/l, G/CsA 94,5 + 5,2 mmol/l , V/IC 47,2 + 1 mmol/l e G/C 90,3 £ 9,7 mmoll/l,
p<0,001) (Tabela 2).

A FeNa no 10° dia de tratamento foi significativamente maior nas ratas
prenhes do grupo controle, quando comparada a dos outros trés grupos
(Tabela 2). Apds 20 dias de tratamento, a FeNa foi maior para as ratas virgens
(0,12 £ 0,02 %) vs prenhes (0,05 + 0,06 %) que receberam CsA (p<0,001) e
maior para as ratas prenhes (0,35 + 0,04 %) vs virgens (0,21 £ 0,01 %) que
receberam veiculo (p<0,05). A fracdo de excrecdo de sodio foi também maior
para as ratas prenhes do grupo controle em relacdo as prenhes que receberam
CsA (p<0,05), e para as ratas virgens do grupo controle em relacdo as que

receberam CsA (NS) (Tabela 2).
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A osmolalidade urindria (UOsm) foi semelhante entre os grupos e
periodos estudados, ndo apresentando diferencas estatisticamente
significantes (Tabela 2).

A depuracdo osmolar (COsm), apds 10 dias de tratamento, apresentou
valores médios semelhantes, sem diferencas estatisticas significantes entre os
grupos. Apods 20 dias, a depuracdo osmolar das ratas virgens foi menor que a
das prenhes para os animais que receberam CsA (p<0,05), e foi semelhante
entre os animais que receberam veiculo (NS). A depuracdo osmolar foi maior
para as ratas virgens que receberam veiculo em relacdo as que receberam
CsA (p<0,05); a mesma comparacdo entre 0s animais que desenvolveram
prenhez, ndo foi significante. A analise estatistica destacou diferencas

significantes para os animais V/CsA vs G/C (p<0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacdo entre grupos dos dados de sddio urinario (UNa), fracdo de excrecdo de sédio (FeNa), osmolalidade urinaria

(UOsm), depuracdo osmolar e volume urinario (VU).

PARAMETROS 10 dias de Tratamento ou Gravidez 20 dias de tratamento ou gravidez
V/CsA G/CsA V/C G/C V/CsA G/CsA V/IC G/C
UNa (mmol/L) 12,4+3% 12,5+1,6% 19,4+4,6% 77,51£9,3 49,849,1%P 94,545,2 47 2+13P 90,3+9,7
(n) 9) (7) 9) (9) (8) (8) 9) 9)
FeNa(%) 0,05+0,01* 0,06+0,006° 0,07+0,01% 0,28%0,02 0,12+0,023° 0,5+0,06 0,21+0,01°¢  0,35+0,04°
(n) 9) (7) 9) (6) (8) (8) 9) (8)
Uosm(mOsm/K  1152+148 9724102 1306142 11324129 11264166 13224133 14084103 1352+138
) 9) (9) (8) (9) (8) (8) (9) (8)
(n)
Cosm(ml/min) 0,018+0,001 0,018+0,002 0,016+0,002 0,019+0,002 0,013+0,002%%¢ 0,025+0,002 0,022+0,002 0,021+0,002
(n) 9) 9) (8) 9) (8) (8) 9) (8)
VU (ul/min) 540,45 5,36+0,6 3,8+0,5 4,9240,3 440,6 5,6+0,65 4,740,37 4,4+0,3
(n) 9) (9) (9) (9) (8) (8) 9) (8)

Os dados apresentam médias + erro padrdo da média (SEM). Abreviagdes: V/CsA-virgens tratadas com Ciclosporina A; G/CsA-gravidas tratadas com Ciclosporina
A; V/C-virgens tratadas com veiculo; G/C-gravidas tratadas com veiculo; UNa-Sédio urinario; FeNa-Fragdo de excrecdo de sodio; UOsm-Osmolalidade urinaria e
COsm-Depuragéo osmolar. (a)p<0,001 vs G/C; (b)p<0,001 vs G/CsA; (c)p<0,05 vs G/C; (d)p<0,05 vs G/CsA, (e)p<0,05 vs V/C.
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3.7. Dosagem de 6xido nitrico

Apos 10 dias de tratamento, os valores do 6xido nitrico urinario foram de

4,98 + 1 umol/mgCr para V/CsA; 4,74 + 1 umol/mgCr para G/CsA; 3,82 + 0,75

umol/mgCr para V/C e 4,16 + 0,96 umol/mgCr para G/C. Estas diferenciacdes

nao foram estatisticamente significantes.
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Figura 11. Analise do 6xido nitrico urinario de ratas apés 10 dias de tratamento.
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3.8. Estudo histolégico

ApoOs 10 dias de tratamento com veiculo ou CsA, os rins das ratas virgens

e prenhes ndo apresentaram fibrose Intersticial (FI). Apés 20 dias de

tratamento registrou-se 0,2 + 0,1 de escore para FI somente nas virgens
tratadas com CsA. Os outros grupos ndo apresentaram FI.

Ratos machos tratados de forma similar as fémeas apresentaram indice

de fibrose intersticial de 0,66 + 0,21.
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Figura 12. Histograma de frequiéncia da fibrose intersticial (FTI) apos 20 dias de

tratamento.
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3.9. Estudo imunohistoquimico

A expressdo para angiotensina Il no intersticio do coértex renal na metade
da gravidez ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos, embora tenha ocorrido tendéncia a valores maiores nas ratas gravidas
comparadas as virgens, (V/CsA 2,5 + 0,4; G/ICsA 3,9 + 0,6; V/IC 1,9 + 0,86 e
G/C 4 + 1,4). Ao final do periodo gestacional da rata, o intersticio do cortex
renal das prenhes do grupo controle apresentou maior expressdo de células
positivas para All em relacdo as virgens (G/C 2,5 + 0,2 vs V/C 0,62 £ 0,1,
p<0,05). Apds 20 dias de tratamento, a expresséo da All foi maior no intersticio
do cértex renal das ratas virgens que receberam CsA, em relacéo as virgens do
grupo controle (V/CsA 4,9 + 0,9; vs V/C 0,62 £ 0,1, p<0,001). A expresséo de
All foi maior no intersticio do cértex renal das ratas prenhes com CsA, em
relacdo ao intersticio do coértex renal das ratas prenhes do grupo controle;
G/CsA4,2+0,4vs G/C 2,5+0,2 (p<0,05) (Figuras 13 e 14).

A expressdo de angiotensina Il nas arteriolas aferentes na metade da
gravidez foi significativamente maior no grupo G/CsA 2,2 + 0,6, quando
comparado ao grupo V/C 0,21 + 0,2 (p<0,05), os valores para 0s outros grupos
foram de VICsA 1 £ 0,3 e G/C 1,3 + 0,3. Ap6s 20 dias de tratamento, as ratas
que receberam CsA, virgens ou prenhes, apresentaram maior excrecao de All
na arteriola aferente em relacao as virgens controle V/CsA 3 + 0,7 vs V/C 0,23
+ 0,1 (p<0,01); G/CsA 2,4 + 0,7 vs VIC 0,23 £ 0,1 (p<0,05) e para o grupo G/C

o valor foi de 1,8 £ 0,3 (Figuras 15 e 16 ).
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Figura 13. Células All positivas por area de 0,245 um? do intersticio do cortex

renal apos 10 dias de tratamento.
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Figura 14. Células All positivas por area de 0,245 pm? do intersticio do cortex

renal apés 20 dias de tratamento.
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Figura 15. Células All positivas por area de 0,245 pm? em arteriolas aferentes

do cortex renal apds 10 dias de tratamento.
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Figura 16. Células All positivas por area de 0,245 pm? em arteriolas aferentes

do cortex renal apds 20 dias de tratamento.
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Figura 17. Imuno-localizacao de All no intersticio do cortex renal de ratas

virgens tratadas com CsA por 20 dias.

virgens que receberam veiculo por 20 dias.
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Figura 19. Imuno localizacdo da A Il no intersticio do cortex renal de ratas

prenhes tratadas com CsA por 20 dias.

Figura 20. Imuno localizagdo da A 1l no intersticio do cortex renal de ratas

prenhes que receberam veiculo por 20 dias.
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Figura 21. Imuno-localizacdo da All na arteriola aferente no cértex renal de

ratas virgens tratadas com CsA por 20 dias.

Figura 22. Imuno-localizacdo da All na arteriola aferente no cortex renal de

ratas prenhes tratadas com CsA por 20 dias.
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3.10. Analise bioquimica e estudo histolégico de ratos machos

Apoés 21 dias de tratamento com a CsA, os ratos machos apresentaram
média £ erro padrdo em relacdo ao peso de 324 + 4g, creatinina plasmatica
(mg/dl) de 0,7 £ 0,05 mg/dl; creatinina urinaria (mg/dl) de 106 + 7,5 mg/dl;
volume de urina apds 24 horas de 10 + 1ml; concentracdo de CsA no sangue
de 3368 + 130 ng/ml e analise histologica de 0,66 + 0,21 para fibrose

intersticial.
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4. DISCUSSAO

A ciclosporina A (CsA), droga com potente atividade imunossupressora, €
bastante utilizada na pratica clinica atual”*? tanto em transplante de 6érgéos
sélidos e de medula 6ssea, como no controle de doencas auto-imunes. Em
consequéncia, um grande namero de individuos € exposto a esta droga nos
dias atuais. Neste grupo de pessoas, existem mulheres em idade fértil que
podem engravidar utilizando a CsA. Os efeitos renais, decorrentes da
associacdo do uso desta droga com as alteracdes hemodinamicas observadas
na gravidez sao pouco conhecidos.

O uso da CsA na gravidez e no periodo pés-natal deve ser realizada com
cautela.*™® Pacientes que receberam transplante renal e desenvolveram
gravidez, podem apresentar infeccbes oportunistas, hipertensao arterial,
infeccBes urinarias, anemia,*™ diabetes gestacional."® Felizmente, varios
autores relatam que o uso de drogas imunossupressoras como a CsA, néo
aumenta a chance de anomalias congénitas,”¥ ndo é um fator
teratogénico,"’""® porém, apresentando casos de partos prematuros,">7%76.7¢
%) sendo necessarios mais estudos para o estabelecimento de riscos para a
mée e para o feto em desenvolvimento.(®”® Clinicamente, o uso da CsA apés
transplante e durante a gravidez néo altera a funcdo do orgao transplantado
nado afetando a funcgéo renal.(®¢7476.79)

Véarios autores relatam que apesar do uso de drogas
imunossupressoras, como a CsA em mulheres gravidas, 80% dessas pacientes

tem sucesso na gravidez"® com o nascimento de criancas saudaveis.">7%76.7-
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8)  Pportanto, a utilizacdo de doses terapéuticas, monitoramento e

acompanhamento meédico, tornam viavel o uso da CsA durante a gravidez, no
entanto, mais pesquisas devem ser realizadas para melhor esclarecimento
sobre 0 uso dessas drogas.(>™®

Os resultados observados na metade do periodo gestacional
demonstraram que nas ratas prenhes tratadas com veiculo, ocorreu aumento
significante da filtracdo glomerular da ordem de 27%. Este aumento associa-se
a vasodilatacdo renal causada pela prenhez com o consequiente aumento da
filtracdo glomerular. A gravidez determina alteracbes na hemodinamica renal,
aumento na producdo de renina, do angiotensinogénio, da angiotensina, da
aldosterona, das prostaglandinas, de progesterona e da gonadotropina
corionica.®? A gravidez normal em humanos e animais é caracterizada por
aumento no deébito cardiaco e no volume sanguineo, assim como, diminuicdo
na pressao arterial devido a reducdo na resisténcia periférica, a fim de
proporcionar um meio ambiente apropriado para o desenvolvimento fetal.®” No
rim ocorre um mecanismo adaptativo caracterizado por vasodilatacdo renal
com reducédo proporcional das resisténcias das arteriolas aferente e eferente e
consequente aumento de cerca de 30 a 60% na filtracdo glomerular renal e
cerca de 45 a 70% no fluxo plasmatico renal.®?5®

As ratas prenhes tratadas com CsA apresentaram aumento menor na
filtracdo glomerular, ndo significante em relacdo as ratas virgens. A acao
vasoconstritora causada pela CsA foi provavelmente o fator que prejudicou o
aumento fisiologico da filtracdo glomerular determinado pela prenhez. A

nefrotoxicidade da CsA € caracterizada por vasoconstriccdo pré-glomerular e
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alteracées na hemodinamica renal.®**? Varios sdo os possiveis mediadores
desta vasoconstriccdo. O bloqueio isolado destes fatores ndo protegeu
completamente contra a queda da funcdo renal, sugerindo que varios
mediadores devam estar envolvidos neste processo. Entre eles sdo apontados
diminuicdo do 6xido nitrico e de prostaglandinas vasodilatadoras, aumento da
atividade simpatica, formacdo de radicais livres, liberacdo do fator ativador
plaguetario, aumento da liberacdo de endotelina, de angiotensina Il e de
aldosterona.“?

O fluxo sanguineo renal aumentou significativamente na metade do
periodo gestacional nas ratas prenhes tratadas com veiculo e nas ratas
prenhes tratadas com CsA. Este dado sugere que a CsA tenha agido mais na
hemodinamica glomerular, dificultando o aumento fisiologico da filtracdo
glomerular, porém aparentemente os mecanismos fisioloégicos adaptativos da
prenhez conseguiram aumentar o fluxo sanguineo renal das ratas prenhes
apesar da acao vasoconstritora da droga CsA.

No final do periodo gestacional, a acdo vasoconstritora renal determinada
pelo tratamento com a CsA por 20 dias determinou que a FGR e o FSR dos
animais tratados com CsA fosse significativamente menor em relacdo aos
animais tratados com veiculo, independentemente do fato de estarem prenhes
ou virgens.®®

A resisténcia vascular renal caiu significativamente na metade do periodo
gestacional nas ratas prenhes tratadas com veiculo e com CsA, quando
comparadas as ratas virgens do respectivo tratamento. No final da gestacéo, os

valores ndo foram significantes quando comparados entre si. A prenhez
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ocasionou a reducdo da resisténcia vascular renal mesmo com o uso da
CsA.C"

A vasocontricdo causada pelo uso da CsA®® prejudicou a queda
fisioldgica da pressdo arterial na metade da prenhez.®?%*®” Assim, nas ratas
prenhes tratadas com veiculo esta queda foi de 13% e significativa em relacao
as virgens. Ja nas ratas tratadas com CsA a queda da PA foi de apenas 7%,
gue néo foi estatisticamente significante em relacédo as virgens. Apos 20 dias,
as ratas gravidas também apresentaram valores menores em relacdo as
virgens dos grupos estudados, mas nao estatisticamente significantes.

A gravidez causa diminuicao fisioldgica na resisténcia vascular periférica,
com queda da pressao arterial,®>*® o que foi observado no presente trabalho
nas ratas que receberam veiculo. Os animais que receberam CsA perderam a
esta capacidade de vasodilatacdo, ndo ocorrendo a queda da pressao arterial.
Os possiveis mediadores desse efeito vascular podem ser aumento da
atividade simpatica,®® aumento da liberacdo renal e sistémica de endotelina,®?
aumento da producdo de tromboxano A, reducdo de prostaglandinas
vasodilatadoras e aumento das prostaglandinas vasoconstritoras, 2

alteracdes no relaxamento vascular dependente de oéxido nitrico,"?®)

a
ativacdo do sistema renina-angiotensina com o aumento da liberacdo de
angiotensina Il, liberacdo de fator ativador de plaquetas, geracdo de radicais
livres de oxigénio e efeito direto da droga na musculatura lisa vascular.?%3
Esta alteracdo causada pela CsA € provavelmente multifatorial, ocorrendo
atravées de lesdo endotelial e de desequilibrio entre as substancias

vasodilatadoras e vasoconstritoras.®?
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Durante a gravidez ocorre vasodilatacdo intra-renal, como fenémeno
adaptativo do organismo materno.®® Neste estudo, as ratas prenhes que
receberam veiculo apresentaram aumento na FGR e FSR em relacdo as
virgens. Nas ratas tratadas com CsA (virgens e gravidas), o efeito
vasoconstritor causado pela droga na arteriola aferente pode ser inferido pela
observacdo da diminuicdo do FSR em relacdo as tratadas com veiculo.
Entretanto, o aumento do FSR causado pela gravidez permaneceu nas ratas
prenhes tratadas com CsA. E possivel que os vasos intra-renais tenham sido
protegidos por aumento na liberacdo de substancias vasodilatadoras como
prostaglandinas e oxido nitrico. Por outro lado, a capacidade de aumento do
FGR foi prejudicada nas ratas tratadas com ciclosporina, sugerindo que o seu
efeito mais importante, pelo menos neste estudo, tenha ocorrido ao nivel de
contracao de células mesangiais.

Nos dois periodos de estudo, tanto na metade da prenhez, como no final
do periodo gestacional, as concentracfes de CsA no sangue total das ratas
gravidas foram significativamente menores em relacédo aos valores encontrados
para as ratas virgens. Esta diminuicdo nas concentracdes da droga nas ratas
prenhes ocorreu provavelmente devido a metabolizacao fetal, ja que a CsA tem
a capacidade de passar a barreira placentaria, por ser uma substancia
lipossoltvel.®5%®

Estudos experimentais mostram que o O0xido nitrico renal esta aumentado
na prenhez em ratos.® O éxido nitrico protege contra a deposicdo de matriz

extra-celular.*® De fato, as ratas prenhes neste estudo apresentaram



58
Discussao

tendéncia de maior 6xido nitrico urinario na metade da prenhez, embora estas
diferencas ndo tenham sido estatisticamente significantes.

O uso cronico da CsA causa fibrose intersticial renal irreversivel.“"
Surpreendentemente, as ratas prenhes e virgens apresentaram protecao contra
o desenvolvimento de fibrose intersticial. O evento, de protecdo do sexo
feminino contra o desenvolvimento de fibrose intersticial tem sido relatado em
outros modelos experimentais de progressdo de doenca renal.®)
Provavelmente ha uma dissociacdo dos mecanismos que levam as alteracdes
hemodinamicas glomerulares dos que levam a fibrose intersticial, causadas
pelo uso da CsA.®37%)

No final do periodo gestacional, as ratas prenhes que receberam veiculo
apresentaram aumento significativo da expressédo de All no intersticio renal
quando comparadas as ratas virgens que receberam veiculo onde a expresséo
de All estd aumentada devido a prenhez que determina o aumento dos
componentes do sistema renina-angiotensina.®? A expressdo de All no
intersticio renal foi semelhante para ratas prenhes quando comparadas as
ratas virgens que receberam o tratamento com a CsA, provavelmente devido a
ativacdo do sistema renina-angiotensina determinado pelo uso da CsA®%41%2
foi o principal fator que determinou a similaridade entre virgens e prenhes, pois
a prenhez aumenta a expressao de All. Quando comparadas ratas prenhes e
virgens que receberam veiculo em relacdo as ratas prenhes e virgens que

receberam CsA, os valores observados foram significativamente maiores para

0S animais que receberam o tratamento com CsA, provavelmente pelo uso da
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CsA que ativa o sistema renina-angiotensina e consequentemente a expressao
de All no intersticio renal.®%4?

O mesmo aconteceu em relacdo a expresséo de All na arteriola aferente,
com excecao a comparacdo das ratas prenhes controle em relacdo as ratas
prenhes tratadas com CsA, onde os valores foram semelhantes, provavelmente
na arteriola aferente a expressao de All é semelhante pelo aumento da acao
do sistema renina-angiotensina devido ao tratamento com CsA®®*Y como
também devido a acéo adaptativa da prenhez no rim.®?

O volume urinario e a depuracdo osmolar na metade da gravidez, nao
apresentaram diferencas significativas entre as ratas prenhes em relacdo as
virgens, pois apesar do aumento do volume extracelular nas ratas gravidas, o
rim possibilitou ajuste na osmorregulacdo com aumento na concentracao de
vasopressina, preservando a osmolalidade sérica e a capacidade de concentrar
e diluir a urina em resposta & privagéo ou ingestdo de agua.®”

O manejo renal de sédio é importante na gravidez, onde os efeitos
natriuréticos da hiperprogesteronemia sdo contrabalanceados pelos efeitos
antinatriuréticos da hiperaldosteronemia. Assim, € estabelecido um novo
balanco de sodio, embora o rim permaneca sensivel aos efeitos da
aldosterona. Durante a gravidez ocorre importante aumento na filtracdo
glomerular normal de sédio, mas a excrecdo de sodio permanece normal
através de reajustes tubulares que garantem a sua homeostase. Este
cuidadoso reajuste da manipulacdo de sodio sutilmente promove lento acumulo
deste ion necessario a gravidez, sem modificar a sua excrecédo urinaria final, ou

a capacidade do rim de livrar-se de sobrecargas salinas.®” De fato, as ratas
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controle prenhes na metade e no final da gestacdo apresentaram significante
aumento na excrecao de sédio urinario em relacéo as virgens.

O uso do modelo de nefrotoxicidade cronica por CsA em ratos através da
manobra de restricdo de sal na dieta, utilizando doses da droga préoximas
aguelas utilizadas em pacientes, proporcionou o0 bom desenvolvimento do
nosso trabalho experimental.©®

Apos 10 dias, ndo houve diferenca entre as médias dos pesos no dia do
experimento para os quatro grupos de estudo. Apds 20 dias houve aumento
significante no peso meédio dos animais que desenvolveram prenhez em
relacdo as ratas virgens. O peso meédio dos animais controle foi maior em
relacdo aos animais que receberam CsA, sendo estatisticamente significante
para 0s animais que desenvolveram prenhez. A analise do ganho de peso
diario mostrou que as ratas prenhes ganharam mais peso que as ratas virgens
e que as ratas que receberam controle e apresentaram prenhez (G/C)
ganharam mais peso que as ratas prenhes que receberam CsA (G/CsA).Estes

dados mostram o habitual ganho de peso durante a prenhez e também

confirmam a toxicidade causada pela CsA.
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5. CONCLUSOES

A gravidez nao piorou a fibrose intersticial causada pela CsA.

O wuso da ciclosporina A na metade da gravidez alterou
desfavoravelmente a hemodinamica renal, determinada por uma adaptacéo
renal frente a gravidez, prejudicando o aumento da filtracdo glomerular renal e
a queda da presséo arterial, mesmo com a queda da resisténcia vascular renal.

O uso da CsA causou o0 aumento da expressao da All no intersticio renal
e na arteriola aferente, principalmente no final do periodo gestacional.

A concentracao sanguinea de CsA na metade e no final da gestacdo das
ratas foi menor em relacdo as ratas virgens, provavelmente devido a
metabolizacdo fetal. Mesmo assim a CsA alterou desfavoravelmente a

hemodinamica renal.
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Comiss&o de Etica na
Experimentag&o Animal

Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto FAMERP
':EEA Comissao de Etica na Experimentacao Animal CEEA

FAMERP

Apo6s avaliagdo do projeto intitulado “Efeito da gravidez sobre a
nefrotoxicidade crénica da ciclosporina A (CsA)” a ser desenvolvido pela
aluna de pos-graduagdo em nivel de doutorado Gléria Elisa Florido Mendes, sob
orientagdo de Prof. Dr. Emmanuel de Almeida Burdmann, emitimos o seguinte.

PARECER

O projeto é relevante, com metodologia e apresentagdo adequadas e
de grande interesse médico-social. Os autores tém experiéncia no uso de animais
em experimentag¢do, particularmente em modelos experimentais de avaliagdo do
efeito de drogas nefrotéxicas. Isto pode ser comprovado pela anélise curricular do
orientador. O “n” empregado e os procedimentos descritos para anestesia e a
eutanasia dos animais sdo adequados e visam minimizar o estresse dos animais.

Assim sendo, no atributo de suas fungbes a CEEA-FAMERP considera
o projeto aprovado para execugao.

Sao José do Rio Preto, 25 setembro de 2001.

U (Afl/ﬁz/( ( (4
Comisséo de Etica na Experimenta¢&o Aé:maleEA MERP
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